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@Verfahren zur Kultivierung von Saugerzellen im FlieBbettreaktor 

(§7) Die vortiegende Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur 
Kultivierung von Saugerzellen im FlieBbettreaktor. 
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Beschreibung 



Die Kultivierung von Saugerzellen ist die Grundlage fur eine Vielzahl von biotechnologischen Produktions- 
verfahren, insbesondere der Herstellung von Pharmaproteinen. 

Die Kultivierung von Saugerzellen im FlieBbettreaktor unter Verwendung von Tragerkorpern ist bekannt. 
Von Looby und Griffiths werden in einem Obersichtsartikel (TIBTECH August 1990, 204 - 209) verschiedene 
Tragerkorper fur die Kultivierung von Zellen im FlieBbettreaktor verglichen. Besonders hohe Zellausbeuten 
werden mit Tragerkorpern erhalten, die aus Kollagen (Verax®) bestehen. 

Jedoch konnen diese Tragerkorper nicht autoklaviert und auch nicht wiederverwendet werden. 

Tragerkorper aus Glas (z. B. Siran®) sind wiederverwendbar und autoklavierbar, jedoch ist die Zellausbeute 
bei diesen Tragerkorpern deutlich geringer als bei Verax® (TIBTECH August 1 990, 204 - 209). 

Aus der Offenlegungsschrift EP 3 03 262 ist ein Tragerkorper aus Glas oder Keramik mit aminhaltiger 
Oberflachenschicht bekannt; die Verwendung dieser Tragerkorper fur die Saugerzellkultur wird jedoch nicht 
beschrieben. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, ein Verfahren zur Kultivierung von auf Tragerkorpern immobili- 
sierten Saugerzellen bereitzustellen, bei dem die Tragerkorper eine hohe Zellausbeute gewahrleisten, autokla- 
vierbar, leicht reinigbar und wiederverwendbar sind. 

DemgemaB wurde gefunden, daB das Verfahren zur Kultivierung von Saugerzellen im FlieBbettreaktor 
besonders vorteilhaft ist, wenn die Saugerzellen auf porosen Tragerkorpern aus Glas, deren Oberflachenschicht 
an einen Trager gebundene Aminogruppen enthalt, immobilisiert werden. AuBerdem wurde gefunden, daB eine 
Diethylaminoethyl-Dextran (DEAE-Dextran) enthaltende Oberflachenschicht besonders gut geeignet ist. Wei- 
terhin wurde gefunden, daB sich mit diesem Verfahren besonders gut die Maus-Fibroblastenzellinie C-127 
(ATCC CRL 1616) kultivieren laBt. 

Die porosen Tragerkorper aus Glas konnen in beliebiger Gestalt vorliegen; bevorzugt werden sie in einer 
kugelfdrmigen Gestalt verwendet. 

Die GroBe der Tragerkorper betragt zweckmaBig von 0,4 bis 5 mm, bevorzugt 1 bis 2 mm. 

Die PorengroBe der porosen Tragerkorper betragt im allgemeinen 20 bis 500 ^im, bevorzugt 60 bis 300 ^im. 

Dariiber hinaus konnen in den Tragerkorpern auch sogenannte Mikroporen von 1 bis 1 0 |im vorhanden sein. 

Bevorzugt werden offenporige Sinterglas-Tragerkorper, z. B. der Marke Siran® (Schott, Mainz) verwendet. 
Die Tragerkorper konnen aus Kalk-Natron-Glas oder aus Borosilikatglas bestehen. Besonders bevorzugt wer- 
den Sinterglas-Tragerkorper aus Borosilikatglas. 

Die Beschichtung der glasernen Tragerkorper mit Trager gebundenen Aminogruppen, insbesondere DEAE- 
Dextran-Gruppen ist in der Offenlegungsschrift EP 3 03 262 beschrieben. Wie dort erwahnt, kann die Beschich- 
tung sowohl adsorptiv als auch kovalent erfolgen. Als Aminogruppen eignen sich Dialkylaminogruppen, insbe- 
sondere Dialkylaminoalkylgruppen, wobei die Alkylgruppen zweckmaBig 1 bis 4 C-Atome aufweisen. Als an 
Trager gebundene Aminogruppen kommen Aminogruppen, die mit einem Polymer, z. B. einem Polysaccharid 
kovalent verknupft sind, in Frage. Bevorzugt werden Aminogruppen, die an Glucane, insbesondere Dextran 
gebunden sind. Besonders bevorzugt wird Diethylaminoethyl-Dextran (DEAE-Dextran) verwendet. 

Die in ihrer Oberflachenschicht Trager gebundene Aminogruppen enthaltenden glasernen Tragerkorper sind 
kommerziell erhaltlich (Schott, Mainz, Produktinformation Nr. 6196d). 

Als Saugerzellen eignen sich fur das erfindungsgemaBe Verfahren sowohl adharente als auch in Suspension 
wachsende Saugerzellen. Es konnen permante Zellinien oder Primarkulturen verwendet werden. Auch gentech- 
nisch veranderte (rekombinante) Zellinien konnen eingesetzt werden. Bevorzugt werden Hybridomzellen und 
Fibroblasten, insbesondere die Maus-Fibroblasten Zellinie C-127 verwendet (ATCC CRL 1616). Besonders 
bevorzugt wird die den Gewebeplasminogenaktivator (t-PA) sekretierende Zellinie C- 1 27, die mit einem Rinder- 
papillomvirus-Expressionsvektor transformiert worden war, verwendet. Die Herstellung dieser Zellinie ist von 
Reddy et al. (J. Cell. Biochem., supplement 1 0 D, 1 54, 1 986) beschrieben worden. 

Als FlieBbettreaktoren fur das erfindungsgemaBe Verfahren sind die ublichen Bioreaktoren geeignet, wie sie 
z. B. von Lobby und Griffiths (Cytotechnology 1, 339 - 346, 1988; Advances in Animal Cell Biology and Techno- 
logy for Bioprocesses, Eds. Spier et al., Butterworths, Guilford, 336 — 344, 1989) beschrieben werden. 

Das Volumen der Tragerkorper im nichtexpandierten Zustand betragt ublicherweise 10 bis 80%, bevorzugt 20 
bis 60% des Reaktorvolumens. 

Als Nahrmedien zur Kultivierung der Saugerzellen konnen alle ublichen Zellkukurmedien verwendet werden. 
Es konnen auch Serum-freie Nahrmedien verwendet werden. Ob Serum zugesetzt werden muB, hangt von der 
verwendeten Saugerzelle ab. 

Die Immobilisierung der Saugerzellen auf den Tragerkorpern geschieht zweckmaBigerweise dadurch, daB die 
Saugerzellen durch konventionelle Zellkulturtechniken vorgeziichtet werden und anschlieBend in den die Tra- 
gerkorper enthaltenden FlieBbettreaktor eingebracht werden, so daB im Reaktor eine Zelldichte von 5 • 10 4 bis 
1 - 10 6 , bevorzugt von 1 bis 8 • lO^ellen/ml vorliegt. 

Die Kultivierung der Saugerzellen nach dem erfindungsgemaBen Verfahren kann kontinuierlich oder diskon- 
tinuierlich betrieben werden. Bevorzugt wird jedoch kontinuierlich gearbeitet. 

Als erfindungsgemaBe Kultivierung kommen sowohl die Zellvermehrung als auch die Nahrstoffversorgung 
von Zellen ohne Zellvermehrung in Betracht. 

Beide Kultivierungsverfahren werden insbesondere bei der Herstellung von Proteinen aus Zellen mit gutem 
Erfolg angewendet. 

ZweckmaBigerweise wird dabei in einer ersten Phase (der Wachstumsphase) durch Zellvermehrung eine 
groBe Zellzahl erzeugt und anschlieBend in einer zweiten Phase (der Produktionsphase) von diesen Zellen der 
Wertstoff gebildet. 
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Das erfindungsgemaBe Verfahren erlaubt es, Saugerzeilen bis zu einer hohen Dichte auf porosen Tragerkor- 
pern zu kultivieren. Die Tragerkorper besiizen ausgezeichnete mechanische Eigenschaften, so daB im FlieBbett- 
reaktor z. B. kein die Zellausbeute verringernder Abrieb entsteht. Weiterhin sind diese Tragerkorper durch 
HeiBdampf autoklavierbar; sie konnen z. B. im Reaktor vor Beginn der Kultivierung sterilisiert werden. Dadurch 
ist es auch moglich, die Tragerkorper nach Reinigung und Sterilisation wieder zu verwenden. 5 
Die Erfindung wird durch folgende Beispiele veranschaulicht: 

Beispiel 1 

Kultivierung einer t-PA sekretierenden C-127 Zellinie auf DEAE-Dextran-beschichteten Siran®-Tragerkorpern i 0 

Die Experimente wurden mit einer adharenten, t-PA sekretierenden C-127 Mausfibroblastenzellinie, die mit 
einem Rinder-Papillomvirus-Expressionsvektor transformiert waren, durchgefQhrt (J. Cell. Biochem., supple- 
ment 10 D J 54, 1986). 

Die Anzucht der Saugerzeilen erfolgte zunachst in handelsublichen Zellkulturflaschen. Dazu wurden Zellkul- 15 
turflaschen mit 0,5- 1,0 x 10 s Zellen beimpft. Als Wachstumsmedium wurde DMEM-Medium (4,5 g Glucose pro 
Liter, 584 mg Glutamin pro Liter), foetales Kalberserum (10%) und Polyalkylenglykol (Pluronic F-68®) (0,15%) 
eingesetzt. Die lnkubation erfolgte in einem fur Zellkulturen geeigneten Brutschrank bei 37°C Beatmet wurden 
die Kulturen mit einem Gasgemisch bestehend aus Luft und C02 (7%). Nach 2 bis 3 Tagen wurde das verbrauch- 
te Medium entfernt und die am Boden haftenden Zellen mit einem Gemisch aus Trypsin (0,125%) und Ethylendi- 20 
amintetraessigsaure (EDTA) (0,02%), gelost in PBS-Puffer (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Phosphatpuffer) 
gelost. Der Ablosevorgang wurde durch DM EM (4,5 g Glucose pro Liter, 584 mg Glutamin pro Liter), foetalem 
Kalberserum (10%) und Polyalkylenglykol (Pluronic F-68®) (0,15%) gestoppt, nachdem der uberwiegende Teil 
der Zellen in Suspension gegangen war. Die Zellzahl wurde mit Hilfe eines Hamocytometers ermittelt und die 
Zellen anschlieBend in einen FlieBbett-Reaktor iiberfuhrt. 25 

Der FlieBbett- Reaktor bestand aus einem mit einem Doppelmantel versehenen, 3,2 cm x 28 cm langen, am 
unteren Ende konisch zusammenlaufenden Glaszylinder und einem ebenfalls mit einem Doppelmantel versehe- 
nen, 2,8x13 cm groBen KonditionierungsgefaB. Das Gesamtvolumen der Einheit inklusive der Verbindungs- 
schlauche betrug 380 ml. Das Medium wurde mit Hilfe einer Schlauchpumpe zwischen KonditionierungsgefaB 
und FlieBbett-Reaktor mit einer Geschwindigkeit von 20 bis 60 cm pro Minute gefordert. Eine Edelstahlkugel- 30 
schuttung (3 mm Durchmesser, 25 ml Volumen) im konisch zusammenlaufenden Teil des Reaktors bewirkte eine 
gleichmaBige Verteilung der Fliissigkeit und der porosen Tragerkorper im Reaktor. Frisches Medium wurde 
iiber eine Schlauchpumpe ins KonditionierungsgefaB geleitet und verbrauchtes Medium via Oberlauf aus dem 
KonditionierungsgefaB entfernt. 

Der Medienaustausch wurde am 3. Tag mit einer Austauschrate von 0,5 Reaktorvolumen pro Tag begonnen 35 
und in der Produktionsphase schrittweise auf einen mittleren Wert von 4,3 Reaktorvolumen pro Tag erhoht. 

Temperiert wurde das System iiber die Doppelmantel des Reaktors und des KonditionierungsgefaBes mit 
Hilfe eines Wasserbades. Die Inkubationstemperatur betrug in den ersten 6 Tagen 37°C, danach 35°C Der 
Sauerstoffpartialdruck wurde auf 30% (Luftsattigung) eingestellt. Dieser Partialdruck wurde mit Hilfe einer 
MeB- und Regeleinheit durch automatische Einleitung von Luft in den Kopfraum bzw. Sauerstoff in die Flussig- 40 
keit des KonditionsgefaBes aufrechterhalten. Der pH-Sollwert wurde durch automatische Zudosierung von CO2 
in den Kopfraum des KonditionsierungsgefaBes zwischen pH 6,9 und 7,2 geregelt. 

120 ml porose, mit einer DEAE-Dextran-Oberflachenschicht versehene Sinterglas-Tragerkorper (Siran®) mit 
einem Durchmesser von 1 bis 2 mm und einer PorengroBe zwischen 60 bis 300 u.m dienten als Tragermaterial fur 
die C-127 Zellen. 45 

Der Reaktor wurde mit 7 x 105 Zellen/ml beimpft. Als Kulturmedium wurde in den ersten 6 Tagen DMEM- 
Medium (4,5 g Glucose pro Liter, 584 mg Glutamin pro Liter), foetales Kalberserum (10%) und Pluronic F-68® 
(0,15%) verwendet. Nach 6 Tagen wurde auf ein Medium bestehend aus Zellkulturmedium (IGI®, Genzyme), 
Glutamin (292 mg/l), Insulin (5 mg/l), Polyalkylenglykol (Pluronic F-68®) (0,15%), Rinderserumalbumin (150 mg/ 
1) und foetalem Kalberserum umgestellt. Die Serumkonzentration im Medium wurde stufenweise von 10% zu 50 
Beginn der Fermentation auf 0% am 16. Tag reduziert. 

Mit der Umstellung auf serumfreies Medium am 16. Tag war die Wachstumsphase abgeschlossen und die 
Produktionsphase begann. Die Produktionsphase dauerte 90 Tage. 

Die amidolytische Aktivitat des sekretierten Proteins wurde mit Hilfe des COA-Set (S 2251, Kabi vitrum) 
bestimrnt. Die Zellzahl wurde aus dem Sauerstoffverbrauch abgeleitet. 55 

Das Ergebnis ist in Tabelle 1 zusammgefaBt. 
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Tabelle 1 

Zuchtung von C-127 Zellen auf DEAE-Dextran-Oberflachenschicht enthaltenden Siran®-Tragerkorpern. Die 
Daten wurden in der Produktionsphase (16.— 106. Tag, serumfreies Kulturmedium) ermittelt 

5 

ProzeBparameter DEAE-Gruppen enthaltende 

Siran®-Tragerkorper 

Zelldichte(Zellen/ml) 2,6 x 107 

i o t- P A Konzentration (mg/i) 383 

t-PA Produktivitat (mg/1 x Tag) 163 

spezifische Produktivitat (pg/Zelle x Tag) 6,4 
Perfusionsrate (pro Tag) 4,3 

! 5 Beispiel 2 (Vergleichsbeispiel) 

Kultivierung einer t-PA-sekretierenden C-127 Zellinie auf Kollagen-Tragerkorpern (Verax®) 
Die gleiche Zellinie wurde im gleichen Reaktor, wie in Beispiel 1 beschrieben, kultiviert. 
Anstelle von 120 ml DEAE-Dextran-Oberflachenschicht enthaltenden Siran®-Tragerkorpern wurden 90 ml 
20 porose Kollagen-Tragerkorper der Firma Verax Corporation, Lebanon, USA ( Verax VX- 1 00®) verwendet. 
Die Produktionsphase dauerte 49 Tage. 
Das Ergebnis ist in Tabelle 2 zusammengefaBt. 



25 



Tabelle 2 

Zuchtung von C-127 Zellen auf Kollagen-Tragerkorpern (Verax VX-100®) 
Die Daten wurden in der Produktionsphase (16.— 65. Tag, serumfreies Kulturmedium) ermittelt 

30 ProzeBparameter Kollagen-Tragerkorper 

(Verax VX-100®) 

Zelldichte(Zellen/ml) 2,1 x 107 

t-PA Konzentration (mg/1) 37,7 

35 t-PA Produktivitat (mg/1 x Tag) 160 

spezifische Produktivitat (pg/Zelle x Tag) 7,8 

Perfusionsrate (pro Tag) 4,2 

40 Patentanspruche 

1. Verfahren zur Kultivierung von Saugerzellen im FlieBbettreaktor, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Saugerzellen auf porbsen Tragerkorpern aus Glas, deren Oberflachenschicht an einen Trager gebundene 
Aminogruppen enthalt, immobilisiert werden. 
45 2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine Diethylaminoethyl-Dextran enthaltende 

Oberflachenschicht verwendet wird. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB als Saugerzellen die Maus-Fibrobla- 
stenzellinie C- 1 27 verwendet wird. 

4. Verfahren gemaB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB eine Gewebeplasminogenaktivator sekretie- 
so rende rekombinante Zellinie C- 1 27 verwendet wird. 
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